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dnH* L ™SiT te imenti ™ "if 8 ™ un ^P 086 hydrosoluble d'un homopolymere ou copolymere de I'anhy- 
S ^™A U H n Tk hydro P hi,isatton du " to' homopolymere ou copolymere. un precSdYpour Sparer 
Ieditcompos6hydrosolubleetenfinlesapplicattonsdu compos* prdpart 

Les homopolymeres d'anhydride malaique ou copolymeres a base d'anhydride maleique non hydiolyses 

a^uirJu srir ea ^ * p „ H neutre - i,s devtennent peu 6 p ° u «^UCSS 

les fa^i„„? t IT 6 ?™ ^ ^ anhydride ma,6ique P^attaqua nudeophile daa molecules d'eau sur 
uTZm^^*^*. subsat « ua " ta *. oyc.es avec production de fonctions carboxyliques 
Una stabilisation d,recte en m,l.eu aqueux par hydrolyse des fonctions anhydride presente ('inconvenient 
d toe un processus long et diffioi.ement contrdlable. En effet, on ne salt pas combien de fonctions^Tde 
sonL consomm6es pour "dfesoudre" le poiym6re annyonoe 

tains^^ 

un n ^ ho° N 6 ! Y " ^ < Biotechno, °9y and Bioengineering, vol.XVI, pages 1161-1177(1974))ontdecrit 
oZ2 ll^T 9 * .I"" 9 * *" "nylone-anhydride maleique. selon lequel le c2 

polyrndredanhydndemale.quedissoua dans de I'acetone a une concentration de 10% (poidsA,olume) est rnt 
lange a una preparation enzymatique. pour la fixation de cette derniere sur le copolymers Par ^eTcomoi 
entre les molecules d'eau de la preparation enzymatique et lee groupements amUs * rtomST 

Ztl^T ^."ff"* 8 permettant 8 18 fois 88 diS80lutton et ,a f ta,tan de ,a ^ SS! 

Sizr p i ^ 

mala.que au cours du melange de la solution organique contenant le copolymere etde la solution prnttique 
ce qu. necessrte una etape supplemental d'agitation pendant au moins unenuit. jusqu'a I'obtenfon d^Ta di^ 

Pr6CiPit6 ' °" Pr0C6d6 "' eSt d ° nC ^ entf6rement Safefeisant ~ ■ P^eme des oif icl 
tes techniques demise en oeuvre dues a la formation de ce precipite 

. /1 U t ne , 8 2 IUti0n POUr Pallier 06 P robleme P°"™it «tre trouvee dans la publication de Leon GOLDSTEIN et 

tXZiSZZ mil 8 ' 197 H 1 ' Wat8r - inS0luble de - at - s - kinase, qui consists a 

ymdrs d anhydnde male.que dans una solution contenant environ 50 a 70 % d'un solvant organious tel cue 

Z^XZTTTTT (DMF) ° U ' e dimathy,sulfo * ida (DMSO) pour la diseokZ 

zaz 7 er, ! 8oi T ndeoopoiymered ' anhydridemaiei ^ eain ^ 

Tena P nd U lS rT" ^ " * "™ r*~ "Omogene est effect^amanTZnua 

htakSSTJ? £ Particulierement desavantagause quand I'enzyme ou toute autre molecufe 

bio ogique a f ucer sur I'homopolymere ou copolymere est sensible au solvant organique. risquant d'ete par 
tenement voire totalement denatures et. de ce fait, perdre toute activite biologique. P 

lull DE " A " 24 20 747 - " 681 decnt u " compos6 hydrosoluble derive d'un copolymere anhydride malAi- 
que/ethylene destine a immobiliser des enzymes. «>poiymere annyande maleh 

tent un 2121 Pf sen,edesfo " ctionsa "Mride hydrolysees qui consistent sn des fonctions carboxyliquss por- 
T^TJ^ t Tv Ch0iaU> r ml rhydrazine ' le P.P'-diamlno^iphenyknethane (MDA) eUe diamincl 
en phase aqueuse. permettant ainsi d'effectuer I'etape de fixation de I'enzyme sur ledit derive e , mi Z 

en ^if! inVenti0 c!I ^ reS ° Udre 168 Pr ° blemeS P0S6S par les so,utions actuellement existantes 

en apportant un compose hydrosoluble derive d'un homopolymere ou copolymere d'anhydride malefaue di! 
= e^ 

H„Jfl°H l TT"l° n ' ?* f 1 " 088 PreSente des fonctions a "hydride disponibles ou libres et des fonctions an- 
hydnde hydrolysees. les fonctions anhydride hydrolysees consistant en des fonctions c^rboxyl queTet des 
fbnchons denvees de fonctions carboxyliques portent un residu d'un compose repondan^formu!e . 

Cx Hy Az Ot (I) 

dans laquelle : 

" fonctionS. 6 ' 320 ' 6 d Une f ° nCti0n amin8 Primair8 ' secondaire 00 tertiai ~ ~ raten. de soufre d'une 
- x. z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiere non nuls et 
' q y uand U A r u ra to rd: 0 s n ouSe aU ^ ^ * " »** A - ^ 8t 8U ^ ^ a 4 

de. iSSSj" d6riVeeS ^ f0n0ti ° n8 carboxy,ic,ues sont notamme "» "hohh. parmi Iss fonctions ester, ami- 

nn m ?th a a n d rat °?! f 8Z0te ' ' e COmp ° 8e ' est ^"tegeusement choisi parmi le tris(hydroxymethyl) ami- 
nomethane. I (am.no-2-ethylamino)- 2 -etha n o.. .•amino-2-methyl-2-propanedioM,3. la diitLoSe.tesZ 
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lypeptides et de preference une polytyrosine ou polyglycine, ie N-BOC-1, 6-diaminohexane et les composes 
repondant aux formules generales respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH 2 
(III) HO-(CH 2 -CH 2 )n-0-(CH 2 -CH 2 )n-NH 2 
(IV) HO-(CH r CH 2 -0)n-CH 2 -CH 2 -NH 2 
dans lesquelies n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

De preference n est compris entre 1 et 10 et le compose II est choisi parmi I'ethanolamine et l'(amino-2- 
ethoxy)-2-ethanol. 

Quand A est I'atome de soufre, le compose I est avantageusement le mercaptoethanol. 

Les composes hydrosolubles de I'invention sont des derives de copolymeres de I'anhydride maleique, choi- 
sls parml les poly (anhydride maleique-ethylene), les poly (anhydride maleique-styrene), les poly (anhydride 
maleique-propylene), les poly (anhydride maleique-methyivinylether). 

De preference, les copolymeres comprennent au moins 5 % de motifs anhydride maleique. 

Le compose hydrosoluble est utilise selon I'invention pour immobiliser au moins une molecule biologique, 
a iaquelle il est lie directement ou indirectement. Ladite molecule biologique est notamment choisie parmi des 
proteines telles que des anticorps ou des fragments d'anticorps ou des antigenes; des polypeptides; des en- 
zymes; des petites molecules telles que des haptenes; des fragments d'acides nucleiques. 

Le terme "fragment d'acide nucleique" tel qu'utilise dans la presente invention, signifie un fragment d'ADN 
ou d'ARN naturel, ou un oligonucleotide naturel ou de synthese, ou un fragment d'ADN ou d'ARN de synthese 
non modif ie ou comprenant une ou plusieurs bases modif iees telles que i'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, 
la dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la bromo-5-desoxy uridine ou toute 
autre base modif iee. 

Ainsi pour immobiliser des proteines, le compose hydrosoluble de I'invention est ajoute a une solution pro- 
teique, les groupements amines des proteines reagissant pour former des liaisons covalentes avec le compose 
derive de i'homopolymere ou copolymere, sur les fonctions anhydride encore disponibles, c'est-a-dire les fonc- 
tions anhydride non hydrolysees. 

Selon un mode d'utiiisation particulier du compose de I'invention, ce dernier est fonctionnalise par inte- 
raction des fonctions anhydride disponibles, avec des fonctions reactives d'un agent de fonctionnalisation, les- 
dites fonctions reactives etant notamment choisies parmi les fonctions amine, thiol et hydroxyle. 

Au sens de la presente invention, une fonctionnalisation est une modification chimique de I'homopolymere 
ou copolymere d'anhydride maleique par un agent de fonctionnalisation, en vue de : 

1) son immobilisation directe ou indirecte sur un support solide : par immobilisation directe, on entend la 
fixation par covalence ou adsorption passive de I'homopolymere ou copolymere sur ledit support solide 
prealablement fonctionnalise ou non ; une immobilisation directe peut 6tre reafisee au moyen d'un ligand, 
prealablement fixe sur I'homopolymere ou copolymere, puis fixe chimiquement sur ledit support solide ; 
par immobilisation indirecte, on entend I'interaction ligand/antiligand entre un ligand fixe sur I'homopoly- 
mere ou copolymere, et I'antiligand ou ligand complementaire fixe sur le support solide. 

2) son marquage pour le detecter 

3) la fixation indirecte d'une molecule biologique sur ledit homopolymere ou copolymere. 

L'agent de fonctionnalisation est notamment choisi parmi les haptenes, des agents colorants, lumines- 
cents, f luorescents ou phosphoresce nts, et des polymeres naturels ou synthetiques notamment polypeptides, 
polysaccharides et proteines solubles en milieu organique et le N-BOC-1 , 6-diaminohexane. 

Selon I'invention, il ressort que si la liaison entre ie compose de I'invention et la ou les molecules biologi- 
ques est indirecte, le compose est lie & un agent de fonctionnalisation pouvant appartenir au groupe des agents 
cites ci-dessus, l'agent de fonctionnalisation etant lui-meme lie a la ou les molecules biologiques. 

En outre, le compose portant la ou les molecules biologiques, fonctionnai ise ou non, peut etre lie direc- 
tement ou indirectement a. un support solide. Le compose peut etre directement lie sur un support solide par 
un ligand notamment choisi parmi les polypeptides et la polytyrosine et la polyglycine et le N-BOC-1 ,6-diami- 
nohexane. Quand la liaison entre le compose et ie support solide est indirecte, le compose est lie a un agent 
de fonctionnalisation qui est lie a un agent de fonctionnalisation complementaire, ce dernier etant lie a un sup- 
port solide. 

Selon I'invention, le compose repondant k la formule I peut etre a la fois, l'agent d'hydrophilisation et l'agent 
de fonctionnalisation, et est de preference un polypeptide choisi parmi la polytyrosine et la polyglycine ou le 
N-BOC-1, 6-diaminohexane. 

Avantageusement, ie support solide est choisi parmi les materiaux naturels, de synthese modifies ou non 
chimiquement, et notamment parmi les latex, les polymeres du type polychlorure de vinyle, polyethylene, po- 
lystyrene, polyacrylate et les copolymeres du type de ceux a base de styrene. 

Le support solide peut etre sous la forme d'une plaque de microtitration, d'un cone, d'un tube, d'un puits, 

3 
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de biiies ou analogues. 

La pr6sente invention concerne 6galement un agent d'hydrophilisation d'un homopolym6re ou copolymere 
de I'anhydride maieique, cet agent r6pondant a la formuie I : 

Cx Hy Az Ot (I) 

dans laquelie : 

- A est ratome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou i'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x, z et t ind6pendamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul ? au moins 6gai d 5 quand A est un atome d'azote, et au moins 6gal a 4 
quand A est un atome de soufre. 

L'agent hydrophilisant est un compose soluble a la fois dans I'eau et en mUieu organique, capable de se 
fixer sur I'homopolymere ou copolymere d'anhydride maieique pour iui conferer une totale solubility en phase 
majoritairement aqueuse. 

Un autre objet de I'invention est un proc6d6 pour obtenir un derive soluble en phase aqueuse a pH neutre, 
d'un homopolymere ou copolymere d'anhydride maieique consistant : 

- a dissoudre I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

- a faire r6agir I'homopolymere ou copolymere en solution, avec l'agent hydrophilisant de I'invention, en 
phase organique. 

Pour la mise en oeuvre de ce precede, et en particulier pour I'etape de la dissolution, le solvant employe 
est de preference de type aprotique polaire tel que le dimethyffbrmamide (DMF), le dimethylsulf oxide (DMSO), 
la pyridine, la 1,3-dim6thyl -3,4,5,6 t6trahydro-2 (IH)-pyrimidinone, le dioxane, ou analogues. 

La quantite de solvant a employer depend de la nature chimique de I'homopolymere ou copolymere, de 
son poids mol6culaire et de la nature du solvant organique. Aussi pour deux polymdres de poids mol6culaire 
identique, le polym6re le plus hydrophobe se dissoudra plus facilement dans le solvant organique. La quantite 
de solvant est au moins egale & la quantite n6cessaire pour dissoudre I'homopolymere ou copolymere a tem- 
perature ambiante, mais peut 6tre sup6rieure sans pour autant nuire au bon d6roulement du proc6de. 

Enfin, un dernier objet de I'invention est un proc6d6 pour immobiliser une molecule biologique sur un ho- 
mopolymere ou copolymere de I'anhydride maieique consistant : 

- e dissoudre Thomopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

- £ faire r6agir I'homopolymere ou copolymere dissous avec un agent hydrophilisant selon ('invention, en 
phase organique et 

- £ mettre en contact le compose hydrosoluble obtenu avec la molecule biologique, en phase aqueuse. 
Le proc6d6 ^immobilisation de I'invention peut en outre comprendre, avant la mise en contact du compose 

hydrosoluble avec la molecule biologique, une etape de fonction nalisation : 

- de I'homopolymere ou copolymere d'anhydride maieique, quand elie est effectu6e avant I'etape d'hy- 
drophilisation dudit homopolymere ou copolymere 

- ou du compose hydrosoluble, quand elle est effectu6e apres I'etape d'hydrophilisation de I'homopoly- 
m&re ou copolymere. 

L'etape de fonctionnalisation est effectu6e en phase organique avec un agent de fonctionnalisation qui 
est avantageusement choisi parmi les hapt6nes, des agents colorants, luminescents, fluorescents ou phos- 
phorescents et des polymeres naturels ou synthetiques notamment polypeptides, polysaccharides et proteines 
solubles en milieu organique, et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

La reaction de fonctionnalisation a lieu a des temperatures comprises entre + 4°C et + 50°C, pr6f6rentiel- 
lement entre + 4°C et + 37°C, et plus couramment a temperature ambiante. Le temps de contact entre le ou 
les agents de fonctionnalisation et rhomopolymere ou copolymere s'6chelonne entre 30 mn et 48 heures, pre- 
f6rentiellement entre une heure et 24 heures. Une agitation du milieu r6actionnel n'est pas toujours indispen- 
sable. 

Les drff6rents objets de I'invention ainsi que leurs caracteristiques et avantages sont a present illustr6s 
par les exemples 1 a 6 suivants : 

EXEMPLE 1 

Preparation de composes hydrosolubles derives de copolymeres de I'anhydride maieique 

Le Tableau 1 suivant fait apparaftre les conditions de preparation d'un compose hydrosoluble derive de 
trois copolymeres de I'anhydride maieique respectivement A, B et C : 

Copolymere A commercialise par ia Soci6te POLYSCIENCE sous la reference 3106 
Copolymere B commercialise par la Soci6t6 JANSSEN sous la reference 17.923 -77 
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Copolymers C commercialise par la Societe POLYSCIENCE sous la reference 3102. 

Selon le procede de I'invention, le copolymers est dissous dans un solvant organique anhydre, le dime- 
thylformamide (DMF) anhydre, puis I'agent hydrophilisant, I'ethanolamine, est additionne en milieu organique 
La quantite a employer d'agent hydrophHisant en general et d'ethanoiamine en particulier pour cet exemple 
depend de la nature chimique du polymers ou copolymere, de la concentration du polymsrs ou copolymere 
dans la phase organique etdu volume de la phase aqueuse. La quantite d'agent hydrophilisant ajoutse depend 
essentiellement de I'hydrophilie intrins&que du polymsre ou copolymers. 

Ainsi, le Tableau 1 donne ies quantites d'ethanoiamine necessaire pour que 1 00 pi de solution de compos* 
hydrosoluble derive des copolymeres respectivement A, B et C. dilues dans 900 pi de milieu aqueux fournis- 
sent une solution homogsns. 



TABLEAU 1 



Copolymers 50/50 anhydride maleique/P 


A 


B 


C 


P 


styrene 


styrene 


methylvinyl-ether 


Mw (masse moleculaire) 


1600 


50 000 


67 000 


quantite de copolymere (mg) 


100 


50 


15 


DMF (ml) 


1 


1 


1 


ethanolamine (^l) 


15 


7,5 


1 


% des fonctions anhydride consommees par I'ethanolami- 
ne 


50 J 


50 


25 



EXEMPLE 2 



Immobilisation d'allergenes sur un compos e hydrosolubls derivs du copolymere anhydride maleique/s tvre- 
ne, B. de I'exemple 1, puis fixation sur des particules de latex fonctionnalisi — 

A 1 ml d'une solution de B dans du DMF anhydre, on ajoute 7,5 pi d'ethanoiamine, puis on agite pendant 
30 sec. Dans un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, contenant 0.5 mg/ml d'extrait aqueux Dactyls (Laboratoire 
des Stallsrgenes) on additionne success ivsmsnt 4 ul ds solution de B dilu6e au 1/5 dans du DMF st 200 pi de 
suspension ds latex amine a 5 % de taux de solide (Sociste BioMerieux) pour obtenir. en final, un volume total 
de 1 ml. Apres agitatran douce pendant 18 heurss, le latex est centrifuge 5 mn a 8000 tpm dans une centrifu- 
geuse Eppendorf. Le culot est repris dans un tampon glycine 0,1 M ; NaCI 0,15 M ; pH8,2 ; BSA 5 g/l. 

• Test d'activite des allerg6nes immobilises : 



Dans une plaque filtrante ds microtitration, (Soci6te Pall) on depose dans chaque puits 100 pi de suspen- 
sion de latex et 50 pi de serum. Apres 3 heures d'incubation a temperature ambiante, on procede a 2 lavages 
en PBS-Tween parfiltration sous vide. On introduitensuite 100 pj d'anticorps antUgE marque d la peroxydase 
de raifort et on laisse incuber 1 heure a temperature ambiante avant de laverdeuxfois. Ensuite, on ajoute 250 
pJ de substratortho-phenylenediamine. Apres 30 mn d'incubation, on bloqus la reaction enzymatique par ad- 
dition de 100 pi de H 2 S0 4 , on f Htre dans une plaque de microtitration et la densite optique du filtrat est lue sur 
un lectsur de plaques, d la longueur d'onde de 492 nm. 

Les resultats (exprim6s en unit6 de D.O.) sont presentes dans le Tableau 2 suivant : 
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SERUM NEGATIF 


SERUM POSITIF 


T6moin LATEX sans 
copolymfere 


0,056 


0,387 


Allerg&nes immobilises sur 
copolymfere fix€ sur 
LATEX 


0,064 


1,050 



Le systeme presente de faibles bruits de fond et le signal specif ique est eleve. 
EXEMPLE 3 

Immobilisation d'aliergenes su r un compose derive du copolymere anhydride maleique/s tyrene B de 
I'exemple 1 , puis fixation dudit derive sur un support snlirift — 



support solide 

* Fonctionnalisation par la biotine puis hydrophilisation du copolymere B 

On ajoute 1 ml de solution de B dans du DMF anhydre a 1 mg de biotine hydrazide (Pierce) et on 
laisse agir deux heures a temperature ambiante. Le copolymere est utiiisable tel quel sans aucune etaoe 
de purification. H 

A la solution de copolymere fonctionnalise, on ajoute 7,5 nl d'ethanolamine en tant qu'agent hydro- 
philisant. 

* Immobilisation d'aliergenes sur la partie non fonctionnalisee du derive du copolymere B prepare ci-des- 

SUS • 

Ensuite on diiue le copolymere ainsi obtenu au 1/10 dans le DMF et I'on ajoute 2,5 uJ de melange 
copolymere-biotine a 0,5 ml de solution d'aliergenes, extrait Dactyle (Laboratoire des Stallergenes) a 
0,5 mg/ml en taux de proteines. Apres 4 heures d'incubation a temperature ambiante, on dialyse 1 8 heu- 
res a + 4°C contre un tampon phosphate 20 mM pH 7,4. 

* Fixation de la partie fonctionnalisee du derive du copolymere B sur un support soiide 

* Test d'activite des ailergenes immobilises : 

Apres deux lavages en PBS Tween, on ajoute 50 nl de serum et on incube 2 heures a temperature 
ambiante. Apres 2 nouveaux lavages, on ajoute 100 ul d'anticorps anti-lgE marque a fa peroxydase et 
on mcube une heure a la meme temperature. Apres lavage, la reaction enzymatique a lieu pendant 30 
mm a temperature ambiante. Apres blocage par 1 ml d'acide sulfurique, la lecture est effectuee a 492 
nm. 

Les resultats exprimes en unite de densite optique sont les suivants * 
SERUM NEGATIF: 0,014 
SERUM POSITIF: 1,533 

Le systeme ainsi obtenu presente un tres faible bruit de fond et un bon signal specif ique. 

EXEMPLE 4 



Immobilisation d'aliergenes sur un copolymere anhydride maleique/styrene foncttonn alis6 et hydrophilise 
par le meme agent, la polytyrosine 

* Fonctionnalisation du copolymere : 

1 0 mg de copolymere styrene-an hydride maleique de poids moleculaire 360 000 sont dissous dans 
1 ml de DMF. On ajoute ensuite 1 ml d'une solution de polytyrosine (Sigma, poids moleculaire 27 000) 
a 2 mg/ml dans du DMSO. On laisse agir 3 heures a temperature ambiante. Le copolymere devient suf- 
f isamment hydrophile pour etre utilise tel quel dans les conditions de fixation d'aliergenes mises au point 

* Immobilisation des ailergenes : ' 

A995 ^ de solution d'aliergenes a 0,5 mg/ml (extrait Armoise du laboratoire des Stallergenes) dans 

6 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, on ajoute 5 uj de solution de copolymere fonctionnalise, on incube 
4 heures a temperature amblante. 

* Test d'activite des ailergenes immobilises sur le compose hydrosoluble derive de B fixe sur cdnes - 
L/aUergtne ainsi prepare est teste sur le systeme VIDAS (Marque deposee BioMerieux) apres fixation sur 

les cdnes selon un protocole dei ini par le fabriquant. 

Les resultats exprimes en unites relatives de fluorescence : RFU sont les suivants ■ 
SERUM NEGATIF: 116 
SERUM POSITIF : 988 

EXEMPLE 5 

Immobilisation d'allergenes sur le compose hydrosoluble derive d'un copolymere de ['anhydride maleique 
fonctionnalise et hydrophilis e par le meme agent, le NBOC-1,6-diaminohexane 

* Fonctionnalisation et hydro philisation du copolymere : 

1 0 mg de copolymere styrene-anhydride maleique de poids moleculaire 360 000 sont dissous dans 
0,7 ml de DMSO. On ajoute ensuite 0,3 ml d'une solution a 3 mg/ml d'hydrochlorure de N-BOC-1 6-dia- 
minohexane (Fluka) dans du DMSO, contenant 10 uJ de triethylamine (Janssen) par ml de solvant On 
laisse agir 3 heures a temperature amblante. Le polymere devient suff isamment hydrophile pour etre 
util.se tel quel, ou dilue au demi dans du DMF, dans les conditions de fixation d'allergenes mises au point 

* Immobilisation des ailergenes : 

A2490 uJ de solution d'allergenes a 0,5 mg/ml (extrait Dactyle du laboratoire des Stallergenes) dans 
un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, on ajoute 12,5 uJ de solution de copolymere fonctionnalise dilue 
au demi dans du DMF, on incube 4 heures a temperature ambiante. 

* Test d'activite des ailergenes immobilises : 

L'allergene ainsi prepare est teste sur le systeme VIDAS (BioMerieux) apres fixation sur les cones selon 
un protocole def ini par le fabriquant 

Les resultats exprimes en unites relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 



SERUM FORTEMENT POSITIF (> 60) : 
SERUM POSITIF (15): 
SERUM FAIBLEMENT POSITIF (1,4) : 
SERUM TRES FAIBLEMENT POSITIF (0,44) : 
SERUM NEGATIF : 
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Ces methodes demobilisation d'allergenes sur une phase solide selon Exemples 4 et 5 presentent un 
net ayantage par rapport a celie decrite dans I'Exemple 3 en ce que, etant directes, elles ne necessitent pas 
l emploi d un anticorps antibiotine. Le protocole est aise a mettre en oeuvre. 

EXEMPLE 6 

Immobilisation d'anticorps monoclonaux anti-alpha-fo eto-proteine (anti-AFP) sur le compose hydrosoluble 
denye d un copolymere de I'anhydride maleique B o u C de I'exemple 1, fonctionnalise p ar la biotine. «ih> 
fixation sur support solide portant un anticorps anti-biotine " " " — 

* Fonctionnalisation du copolymere : 

Le copolymere B est fonctionnalise par la biotine et rendu hydrosoluble selon le prototype decrit 
dans I Exemple 3. 

Le copolymere C est fonctionnalise et rendu hydrosoluble comme suit : 

A 1 ml de solution C, on ajoute 0,1 ml de solution de biotine hydrazide "a 2,5 mg/ml. On laisse agir 
pendant deux heures, apres quoi le copolymere fonctionnalise est traite par I'ethanoiamine 

* Immobilisation des anticorps sur la partie non fonctionnaJisee du derive du copolymere B ou C prepare 
ci-dessus r 

Aune solution d'anticorps a 0,5 mg/ml en final dans un tampon carbonate pH 8,2. 1 00 mM, on ajoute 
5 uJ de solution de compose hydrosoluble fonctionnalis6 derive du copolymere B ou C. On incube 1 heure 
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& 37° C avant de dialyser 4 heures & temperature ambiante contra du PBS. 

* Fixation de la partie fonctionnalisee du compose derive du copolymers B ou C sur un support solide 
portant un anticorps antlblotine : 

Un anticorps antibiotine £ raison de 2 ug d'anticorps par puits est f ix6 sur une plaque de microtitra- 
bon (NUNC, nom commercial) durant 2 heures d 37° C avant saturation en gelatine 0,5 %. On d6pose 
dans les puits de la plaque ainsi obtenue un volume de solution d'anticorps antnAFP immobilisds On 
laisse 1 heure & 37°C. 

* Test d'actrvite des anticorps immobilises : 

„. r Aprt ! 3 '^ 98S m Z0? TW8en ' 0n intr0duit Une gamme en antio6ne C^P)- °" '«*■• incuber 1 heure a 
37 C. on lave 3 fo.s en PBS Tween. La presence de Cantigene est detectee par un conjugue phosphatase al- 
calde - anbcorps polyclonal complemented. On incube 1 heure a 37°C. La revelation est effectuee parte subs- 
trat paranrtrophenyl phosphate (pNPP). Apres blocage avec NaOH 1N. la lecture s'effectue sur un lecteur de 
plaques, a une longueur d'onde de 405 nm. 

Les resultats obtenus sent montres dans la figure 1 . La courbe intitulee P3 est celle de I'anticorps seul 

~«I°! a J. nSi « US 06 de . r "! e r. n,eSt P8S ' ° U b * S P 6 " 1 adsorbe non sP^cifiquement par la plaque de microtitration 
revetue d anbcorps antibiotine. 

« ^r"^ 6 '"^'t? AMVE SSt 061,6 ° btenue avec ,e ^Po'y" 1 ^ C methylvinylether-anhydride maleique 
La courbe designee SAM est celle obtenue en utilisant le copolymere B styrene-anhydride maleique Le co- 
polymere methylvinylether - anhydride maleique donne des signaux plus forts (courbe AMVE) que le codoIv- 
mere styreneanhydride maleique (courbe SAM), toute chose etant egale par ailleurs (concen«ration en anti- 
corps au moment du couplage, concentration en biotine sur le polymere). 

Plus hydrophile que le copolymere styreneanhydride maleique. le copolymere methylvinylether-anhydride 
male.que conserve mieux I'integrite de I'anticorps en ne provoquant qu'une faible denaturation. 

EXEMPLE 7 

Utilisation d'un compose hydrosoluble derive du copo l ymere anhydride maleique/methvlvinvleth er. fonction- 
nalise par la biobne, comma ampllficateur chimique " 1 ! 

Dans divers phenomenes biologiques. et tout particulierement dans le domaine du diagnostic, pour attain- 
to des niveauxde sensibilite sieves, il peut etre necessaire d'amplif ier artificiellement un signal specif ique 
(parexemple : detection de materiel biologique present en faible quantitetel que des ADN ou fragments d'ADN) 

Dans ce but. des quantites croissantes de biotine-hydrazide (Pierce) ont ete mises en reaction avec le co- 
polymere anhydride maleique/methylvinylether, C, de I'Exemple 2 pour obtenir des copolymeres fonctionnali- 
s6s. Ces derniera ont ete traites par I'ethanolamine pour conduire a des composes fonctionnalises hydroso- 
lubles que I on appelle poly-biotine. 

Dans des puits d'une plaque de microtitration (NUNC), on fixe une quanta constante des diverses poly- 
b.otines, par interm6diaire d'un anticorps antibiotine, immobilis6 au fond des puits selon la m6thode d6crite 
dans I exemple 5. La presence de la biotine est revelee par un conjugu* streptavidine - peroxydase qui se fixe 
en formant un complexe avec la biotine. 

La detection, * I'aide de la streptavidine marquee, dilute 1/10 000 en PBS - gelatine 0,5 s'effectue de 
fa facon suivante : 

- incubation du conjugu6 streptavidine- peroxydase pendant une heure & 37°C ■ 

- 3 lavages en PBS Tween ; 

- ajout du substrat orthophenytenediamine (OPD), blocage par H 2 S0 4 et lecture h 492 nm 

La figure 2 montre le signal obtenu en fonction des quantity de biotine f ix6e sur le poly(methylvinylether- 
anhydnde mal6«que). On observe qu'il y a une amplification du signal par un facteur 6 environ quand on passe 
de 0,05 mg de biotine k 1 ,5 mg de biotine pour 15 mg de polym6re. 



Revendications 



1) Compos* hydrosoluble d6riv6 d'un homopolym6re ou copolymere de I'anhydride ma!6ique pr6sentant 
des fanrtions anhydride disponibles etdes fonctions anhydride hydrolysis, caracterise en ce que les fnnrtinn* 
anhydride hydrolysis consistent en des fonctions carboxyliques et des fonctions d6riv6es de fonctions car- 
boxyhques portant un rSsidu d'un compos* r§pondant & la formule I : 

CxHyAzOt (I) 

dans laquelie : 
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- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire. secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre dune 
tonction thiol, 

- x. z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls et 

- y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 
quand A est un atome de soufre. 

„ ar ? i^lTt 8610 " ' a ™ endicalion 1 • caracterise en ce que A est I'atome d'azote et le compose I est choisi 
parm. le tre(hydroxymethyl)am,nornethane. r<amino-2-ethylamino)-2-ethanol. l'amino-2-methyl-2- P ropane- 
diol-1,3. la diethanolam.ne, les polypeptides et notamment polytyrosine ou polyglycine, le N-BOC-1 6-diami- 
nohexane et les composes repondant aux formulas generates respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH 2 
(III) HO-^Hz-CHjJn-O-CCHrCHjJn-NHz 
(IV) HO-(CH r CH 2 -0)n-CH 2 -CH r NH 2 
dans lesquelles n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

3) Compose selon la revendication 2, caracterise en ce que n est compris entre 1 et 10 et le compose II 
estchoisiparmil'6thanolamineetl'(amino-2-ethoxy)-2-ethanol. 

4) Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que A est I'atome de soufre et le compose I est le 
mercaptoethanol. 

5) Compose selon la revendication 1 , caracterise en ce que les copolymeres de ('anhydride maleique sont 
cho,s.s parm. les poly (anhydnde maleique-ethylene). les poly (anhydride maleique-styrene), les poly (anhy- 
dnde maleique-propylene), les poly (anhydride maleique-mSthylvinylether). 

6) Compose selon la revendication 5. caracterise en ce que le copolymers de ('anhydride maleique 
comprendau moins 5 %de motifs anhydride maleique. yar.oemaie.que 

7) Compose selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il est lie directement ou indirectement a au moins 
una molecule biolog.que choisie parmi les proteines. les anticorps, fragments d'anticorps ou antigenes les po- 
lypeptides, les enzymes, les haptenes, les fragments d'acides nudeiques. 

8) Compose selon la revendication 1 ou 7, caracterise en ce qu'il estfoncbonnalise par interaction des fonc- 
bons anhydnde dispon.bles. avec des fonctions reactives d'un agent de fonctionnalisation, (edit agent de fonc- 
bonnal.sat.on etant cho.s. parmi les haptenes, des agents colorants, luminescents, fluorescents ou phospho- 
rescents et des polymeres naturals ou synthetiques notamment polypeptides, polysaccharides et proteines so- 
lubles en milieu organique, et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

9) Compose selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'il est lie a un agent de fonctionnalisaUon 
Iut-m6me he k une molecule biologique. * awn 

10) Compose selon la revendication 7 ou 8. caracterise en ce qu'il est immobilise directement ou indirec- 
tement sur un support soiide. 

11) Compose selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est immobilise sur un support soiide par 
un hgand choisi parmi la polytyrosine. la polyglycine et le N-BOC-1 ,6-diaminohexane 

12) Compose selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est lie a un agent de fonctionnalisation lui- 
meme U a un agent de fonctionnalisation complementaire, ce dernier etant lui-meme lie a un support soiide 

13) Compose selon la revendication 11, caracterise en ce que le compose repondant a la formule I est a' 
la foral'agenthydrophilisantetl'agentde fonctionnalisation. 

,J 4) Com P° s6 se '°n "a revendication 13. caracterise en ce que I'agent hydrophilisant est choisi parmi la 
polytyrosine, la polyglycine et le N-BOC-1 ,6-diaminohexane. 

ce qu?i rtpondl ifformdeT- 0 " d h ° m0P ° lym6re ° U °e ('anhydride maleique caracterise en 

CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls et 

- y est un nombre entier non nul f au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins eoal a 4 
quand A est un atome de soufre. * 

u, J^ ro f ?J KM,r ^ tenir Un d6dv6 S °' ub,e 60 phase aqueuse a P H neutre ' d ' un homopolymere ou copo- 
lymere d anhydnde mal6ique caracterise en ce que : 

- on dissout I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

' T f f r6 ff lr rhom °P° , y m6re ou copolymere en solution, avec un agent hydrophilisant, selon la reven- 
dication 15, en phase organique. 

17) Precede pour immobiliser une molecule biologique sur un homopolymere ou copolymere de I'anhydride 
maleique caractense en ce que : 
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- on dfssout I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre. et 

" S nt? hom> ^ mtn °" copolymere dissous avec un agent hydrophilisantselon la revendicaBon 
15, en phase organique 



i« p^££ . f 0°* hydrosolubie obtenu avec la molecule biologique. en phase aqueuse. 

«J! ™m« *T 8 ™r d,Cali ° n 17 ' e " 06 qu ' avant la mise en * compose hyd c- 

soluble avec la molecule b.olog.que. on fonctionnalise I'homopolymere ou copolymere d'anhydride maletaue 
au moyen d'un agent de fonctionnalisation, en phase organique annyande male.que 
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